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 タンパク 質 の機 能 解 明 は、全 ヒトゲ ノム塩 基 配 列 の解 明 以 降 、「ポストゲ ノムシーケン
ス」研 究 の中 心 的 課 題 である。タンパク質 の機 能 解 析 には、DNA 解 析 に劇 的 な進 展
をもたらしたマイクロアレイ化 技 術 を基 盤 とするプロテインチップが盛 んに用 いられている。
しかし、タンパク 質 の機 能 活 性 は、DNA と は異 なり 、環 境 によっ て失 われ やすいため 、
機 能 を 解 析 する ため の 精 密 な 反 応 場 の 構 築 が 必 要 と なっ てい る 。ま た 、タ ンパ ク 質 の
反 応 が単 体 でおこる場 合 は少 なく、多 くのタンパク質 は他 のタンパク質 や補 酵 素 などの
助 けを借 りて反 応 を開 始 する。このため、多 数 の分 子 から得 られる情 報 の平 均 値 をもと
に機 能 を解 析 する従 来 の手 法 では、タンパク質 の機 能 解 明 に限 界 があり、それに代 わ
る新 たな手 法 として一 分 子 イメージングが注 目 されている。 
本 論 文 の著 者 は、このような生 命 科 学 研 究 の要 請 に応 えるため、半 導 体 微 細 加 工
技 術 を 駆 使 し てナノ構 造 配 列 を 基 板 上 に 作 製 し 、タンパク 質 の 機 能 を 解 析 する反 応
場 の 構 築 および 一 分 子 蛍 光 イ メージング 技 術 に関 する 研 究 を 行 っ た。本 論 文 はそ の
研 究 成 果 を ま とめ たも ので あり 、全 ５章 から 構 成 され てい る。以 下 各 章 ご と にそ の概 要
を述 べ評 価 を加 える。 
 
第 １ 章 「 In t roduc t i on 」で は、タ ンパ ク 質 機 能 解 析 技 術 の 現 状 を 概 説 し た 後 、 次 世
代 のタ ンパ ク 質 機 能 解 析 におけるナノテク ノロジー の必 要 性 を 論 じ て、本 研 究 の 目 的
を明 らかにしている。 
 
第 ２ 章 「 Deve lopmen t  o f  e l ec t r on  beam  l i t hog raphy  o f  o r ganos i l a ne  
se l f - as semb led  mono laye r  r e s i s t s 」 で は 、 有 機 シ ラ ン 単 分 子 膜 を 電 子 線 描 画 用 代
替 レジストとして用 いて、分 子 サイズのナノ構 造 配 列 を作 製 する技 術 を論 じている。 
従 来 、電 子 線 リソグラフィに用 いられるレジスト材 料 として、電 子 線 感 光 性 に優 れ、有
機 溶 媒 により容 易 に現 像 が可 能 な高 分 子 の有 機 材 料 が主 に用 いられてきた。しかし、
微 細 化 の進 展 は分 子 レベルの加 工 精 度 を要 求 するようになり、電 子 線 リソグラフィの応
用 分 野 の 広 がり が 求 め るスル ープッ ト の 高 さと 相 俟 っ て 、 新 た な レ ジスト 材 料 の 開 発 が
求 められている。 
主 鎖 切 断 型 有 機 レ ジ ス ト を 用 い た 場 合 、 電 子 線 リ ソ グ ラ フ ィ に よ る パ タ ーニ ン グ は 、
(a )電 子 線 照 射 による有 機 レジスト膜 への損 傷 の導 入 、(b)有 機 溶 媒 中 で の損 傷 部 位
の選 択 的 エッ チング（現 像 ）、から成 る。そ の際 、電 子 線 照 射 に よる損 傷 領 域 の広 が り
が、その後 のパターンサイズに大 きく影 響 するため、微 細 化 を進 める上 で損 傷 領 域 の広
がりを 抑 え ること が重 要 で ある。そ のため には、レ ジスト膜 厚 を 薄 膜 化 すること が効 果 的
であり、これが単 分 子 膜 に着 目 した著 者 らの動 機 である。 
著 者 は、自 己 集 積 的 に数 nm の膜 厚 の極 薄 膜 が作 製 可 能 な有 機 シラン単 分 子 膜
に着 目 し 、 電 子 線 パ ターニ ングにおける 実 用 可 能 性 を 調 査 し た 。単 分 子 膜 形 成 に用
いられる前 駆 体 としての有 機 シラン分 子 は、長 さ数 ｎｍのアルキル鎖 が、シラノール基 か
ら成 る頭 部 基 と各 種 末 端 基 に挟 まれた構 造 を持 ち、その自 己 集 合 体 としての有 機 シラ
ン単 分 子 膜 は、末 端 基 の選 択 により、目 的 に応 じた多 様 な性 質 を持 つ。著 者 は、電 子
線 パターニングからの要 求 項 目 がエッチングマスクとしての耐 性 と電 子 線 に対 する高 感
 2 
光 性 で ある こと か ら、 この 観 点 における 適 性 を さま ざま な 末 端 基 を 有 する 有 機 シ ラ ン 単
分 子 膜 につい て調 査 し た。そ の結 果 、メチ ル末 端 およびヒドロキ シ末 端 単 分 子 膜 を 用
いることで、直 径 18 nm、間 隔 50 nm の高 密 度 ナノホールパターンを作 製 することに成
功 した。 
これらの成 果 は、高 分 解 能 、高 感 度 の電 子 ビーム用 代 替 レジストとしての有 機 シラン
単 分 子 膜 の有 効 性 を 明 らかにし たものであり、そ の成 果 を 基 に作 成 され たナノメータス
ケールのパターンを持 つ基 板 は、第 ３章 において生 体 分 子 固 定 用 のテンプレートとして
使 用 された。 
  
第 ３章 「Pro te i n  nanopa t te rn i ng  w i th  se l f -a s semb led  mono laye r  t emp l a te」では、
電 子 線 リソグラフィにより作 製 した有 機 シラン単 分 子 膜 テンプレート上 への生 体 分 子 の
固 定 を、生 体 分 子 の機 能 を損 なわずかつ位 置 選 択 的 に行 う手 法 を論 じている。 
タンパ ク 質 の機 能 解 明 には、基 板 表 面 を 、親 ・疎 水 性 付 与 、 電 荷 の局 在 化 、凹 凸
形 成 、薄 膜 堆 積 、などによって分 子 スケールで性 状 制 御 し、タンパク質 の機 能 を損 なう
（失 活 ）ことなく固 定 する技 術 が必 要 である。有 機 シラン単 分 子 膜 は、薄 膜 かつ微 細 化
構 成 に優 れるとい う 特 徴 に加 え て、原 子 レ ベルの平 坦 性 ・配 向 性 を 持 ち、ま た表 面 性
状 を 容 易 に 変 え られ る性 質 を 持 つ。この 点 に着 目 し た著 者 は、 生 体 分 子 を 配 列 固 定
するにはパターン外 へのタンパク質 の非 特 異 吸 着 を抑 制 することが併 せて重 要 であるこ
とを指 摘 し、タンパク 質 チップやバイオセンサーの検 出 感 度 を 下 げる要 因 となる非 特 異
吸 着 を抑 制 可 能 な固 体 表 面 を用 意 する研 究 を行 った。 
著 者 は、成 膜 後 の単 分 子 膜 末 端 にヒドロキ シ基 を 導 入 すること によって、単 分 子 膜
上 への非 特 異 吸 着 を抑 制 可 能 であることを見 出 した。タンパク質 の機 能 維 持 および選
択 性 の改 善 は、固 体 表 面 とタンパク質 の間 にリンカー分 子 としてストレプトアビジンを用
いることで実 現 した。その結 果 、250  nm のパターン上 に生 体 分 子 を失 活 させずかつ選
択 的 に固 定 することに成 功 している。 
これらの成 果 は、タンパク質 の配 列 固 定 に必 要 なタンパク質 の機 能 維 持 、非 特 異 吸
着 の抑 制 、タンパク質 の選 択 固 定 技 術 を実 現 したものであり、生 体 分 子 の配 列 固 定 を
応 用 する広 範 な技 術 の展 望 を開 いたものと評 価 できる。 
 
第 ４ 章 「 Rea l- t ime  s i ng l e  mo lecu l e  f l uo r escence  imag ing  o f  p ro te i n-p ro te i n  
i n te ra c t i on  w i th  nanos t ruc tu r e  a r r ay」では、タンパク質 間 の相 互 作 用 を蛍 光 イメー
ジングする新 しい原 理 の一 分 子 イメージング法 を論 じている。 
著 者 の 提 案 する 一 分 子 イ メージ ン グ 法 は ３ 段 階 の 操 作 か ら 構 成 され る。 (1 ) 金 属 薄
膜 を堆 積 、パターニングし、ナノホールを配 列 形 成 したスライドガラスを用 意 する。 (2 )ナ
ノホール底 部 に蛍 光 標 識 したタンパク質 A を一 分 子 ずつ固 定 し、タンパク質 A と相 互
作 用 するタンパク質 B（タンパク質 A とは異 なる波 長 の蛍 光 色 素 で標 識 されている）が
溶 解 した水 溶 液 中 に浸 漬 する。(3)ナノホール内 部 に閉 じ 込 め られる励 起 光 (近 接 場 )
を利 用 して蛍 光 標 識 を励 起 し、タンパク質 A とタンパク質 B がナノホール内 で結 合 ・解
離 する様 子 を リアルタイムでイメージングする。これ により 、従 来 の全 反 射 エ バネッセント
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照 明 を用 いた一 分 子 イメージング法 と比 べ、観 察 する蛍 光 標 識 分 子 濃 度 を約 1000 倍
程 度 に高 めることができ、比 較 的 弱 いタンパク質 間 相 互 作 用 をも原 理 的 に可 視 化 でき
る。 
 著 者 は、ナノホールの開 口 径 、掘 り下 げ深 さ、蛍 光 標 識 分 子 濃 度 をパ ラメータとし て、
ナノホール内 に固 定 した蛍 光 標 識 分 子 からの蛍 光 シグナル強 度 分 布 を求 めた。さらに、
蛍 光 標 識 分 子 がナノホール内 でブラウン運 動 している場 合 に発 せられる弱 い背 蛍 光 強
度 、および溶 液 中 で浮 遊 しているタンパク質 B がナノホール表 面 へ非 特 異 的 に吸 着 す
る際 に発 せられる強 いノイズ蛍 光 強 度 を、併 せて評 価 した。これらの結 果 から、ナノホー
ルの形 状 と蛍 光 標 識 分 子 濃 度 の最 適 値 、およびそのナノホールに対 する非 特 異 吸 着
確 率 を決 定 した。実 際 に、Cy5 で標 識 した GroEL をナノホール内 に固 定 した後 、Cy3
標 識 GroES（500  nM）を含 む水 溶 液 中 にそのスライドガラスを浸 漬 し、水 溶 液 中 で浮
遊 している GroES と、ナノホール内 に固 定 された GroEL との結 合 ・解 離 の様 子 を 1 分
子 ずつリアルタイムでイメージングした。その結 果 、GroEL に結 合 した GroES の解 離 が
従 来 の Two-t imer  mode l で説 明 できること、および Two-t imer  mode l を代 表 する２つ
の解 離 定 数 が、低 濃 度 条 件 下 で測 定 された値 と一 致 することを明 らかにした。 
こ れ ら の 成 果 は 、 低 濃 度 条 件 下 の 実 験 結 果 を も と に 提 唱 さ れ て い た Two-t imer  
mode l が、細 胞 内 で発 現 する GroES の濃 度 、すなわちμM レベルの高 濃 度 条 件 下 で
も不 変 であることを示 している。 
 
第 ５章 「Conc lu s i ons」では、本 研 究 の成 果 を総 括 している。 
 
以 上 を要 約 すると、著 者 は、従 来 、生 命 科 学 が抱 えていたタンパク質 一 分 子 の機 能
解 明 の困 難 さという課 題 に対 し、ナノテクノロジーを活 用 することによって、(1)  分 子 サイ
ズの生 体 分 子 固 定 用 テンプレートの作 製 、(2 )  選 択 的 な生 体 分 子 の固 定 化 技 術 、(3 )  
生 体 分 子 機 能 解 析 のため の一 分 子 イ メージング技 術 を 開 発 し 、新 たなバイオイ メージ
ン グ 手 法 の 開 発 に 成 功 し た。 こ れ ら の 成 果 は 生 命 科 学 へ の 貢 献 のみ な ら ず 、 生 体 分
子 を活 用 する新 規 デバイスやセンサ開 発 など、ナノ-バイオ融 合 分 野 にも 大 きく貢 献 す
るものである。よって、本 論 文 は博 士 （工 学 ）の学 位 論 文 として価 値 あるものと認 める。 
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